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肥 満 は 脂 肪 組 織 が 過 剰 に 蓄 積 し た 状 態 と 定 義 さ れ ，主 に 過 剰 な エ ネ ル ギ ー  摂 
取 と エ ネ ル ギ ー  消 費 の 低 下 に よ り 起 こ る 。肥 満 人 口 は 世 界 的 に 見 て も 年 々  増 加 
し て い る こ と に 加 え て ，肥 満 は 2 型 糖 尿 病 ，脂 質 異 常 ，高 血 圧 ，心 血 管 病 等 の
危 険 因 子 で あ る こ と が 知 ら れ て お り ，肥 満 の 治 療 は こ れ ら の 合 併 症 を 予 防 ，治 
療 す る 上 で 重 要 で あ る 。肥 満 に お い て は ，脂 肪 組 織 の み な ら ず 他 の 組 織 に おい  
ても 過 剰 な triglyceride（ TG）の 蓄 積 が 起 こ り ，組 織 障 害 を 惹 起 す る 。例 え ば ，
骨格筋や肝臓におけ る過剰な TG  の 蓄 積 は イ ン ス リ ン 抵 抗 性 や 非 ア ル コ ー  ル
性 肝 炎 の 発 症 に 関 与 し ，心 臓 に お け る 蓄 積 は 心 筋 症 の 発 症 に も 関 連 す る 。従 っ 
て ，肥 満 に よ る 生 活 習 慣 病 や 心 血 管 病 の 予 防 の 観 点 か ら ，脂 肪 組 織 の み な ら ず 
異 所 性 脂 肪 を 減 少 さ せ る こ と は 重 要 で あ る 。 
TG 合 成 に お い て は， グ リ セ ロ ー  ル リ ン 酸 経 路 並 び に モ ノ ア シ ル グ リ セ ロー
ル経路の 2 つ が 主 要 な 経 路 で あ る 。 両 経 路 とも に acyl-Co A から acyl 基を
diacylglycerol に 転 移 す る こ と に よ り TG 合成が 行 わ れ る 。こ の 最 終 反 応 を 触 媒
す る 酵 素 が acyl-Co A: diacylglycerol acyltransferase ( DGAT) である 。DGAT には
DGAT 1 及び DGAT 2 の 2 つ の ア イ ソ タ イ プ が 同 定 さ れ て お り ， い ず れ も 様 々
な 組 織 に 発 現 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 DGAT 1 は 特 に 小 腸 及 び 脂 肪 組 織 に お
け る 発 現 が 高 く ， DGAT 2 は 肝 臓 及 び 脂 肪 組 織 に お け る 発 現 が 高 い 。 ヒ ト に お
ける DGAT 1  の 欠 損 例 は 確 認 さ れ て い な い が ， DGAT 1  遺 伝 子 の 配 列 多 型 が い
く つ か 知 ら れ て い る 。ト ル コ 人 女 性 に お い て 認 め ら れ た C79 T 変異では ，BM I，
拡 張 期 血 圧 ，HDL cholesterol レ ベ ル と の 関 連 性 が 示 さ れ た 。 脂 肪 組 織 特 異 的 な
DGAT 1 強 発 現 マ ウ ス で は ，高 脂 肪 食 負 荷 に よ り 顕 著 な 体 重 の 増 加 を 呈 し た 。 逆
に ，DG AT 1 欠 損 マ ウ ス は 正 常 に 成 育 し ，TG 合 成 能 に も 異 常 は 認 め ら れ な い が ，
高 脂 肪 食 負 荷 に よ る 体 重 増 加 に つ い て ，通 常 食 給 餌 下 の マ ウ ス の 体 重 と 同 程 度 
ま で 低 下 が 見 ら れ た 。 一 方 ， DGAT 2 に つ い て も 若 年 肥 満 者 に お い て い く つ か
の 遺 伝 子 変 異 が 報 告 さ れ て い る 。し か し な が ら ，こ れ ら の 変 異 と 肥 満 の 表 現 型 
に つ い て 関 連 性 は 認 め ら れ て い な い 。これらの DGAT 1 に関する 知 見 よ り ，
肥 満 の 治 療 と し て DGAT 1 の 活 性 阻 害 を 標 的 と す る 新 規 肥 満 ・ 2 型糖尿病 の開
発 が 期 待 さ れ る 。 
1. JTT- 553 の 作 用 機 序 解 析 1)
肥 満 の 治 療 開 発 を 目 指 し ， DGAT 1 阻 害 活 性 を 有 す る 低 分 子 化 合 物 探 索 を
行 っ た 。 そ の 結 果 ， 新 規 DGAT 1   阻 害 剤 と し て JTT-553      ([ trans -5 ’- 
(4 -amino-7,7 -dimethyl-2 -trifluoromethyl-7 H -pyrimido[ 4,5 -b ][ 1, 4] oxazin-6 -yl)-2’, 3’-
dihydrospiro( cyclohexane-1 ,1 ’-inden)-4 -yl] acetic  acid  monobenzenesulfonate) を
創 出 し た 。そ こ で ，JTT-553 の in vitro 薬 理 プ ロ フ ァ イ ル の 解 析 を目的 と し て ，
ヒト DGAT 1 活 性 に 対 す る 阻 害 作 用 ， 種 差 の 評 価 と し て ヒ ト ，ラ ッ ト 及 び マ ウ
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ス 由 来 の 小 腸 ミ ク ロ ソ ー  ム を 用 い た DGAT 活 性 に 対 す る 阻 害 作 用 を 評 価 し た 。
また ，DG AT 1 の ア イ ソ ザ イ ム で あ る DGAT 2 及び DGAT 1 と 高 い 相 同 性 を 示 す
ACAT 1 に対する JTT-553 の 作 用 を 酵 素 選 択 性 の 評 価 と し て 実 施 し た 。 そ の 結
果， JTT-553 は ヒト DGAT 1 に 対 し て 強 力 且 つ 選 択 的 な 阻 害 作 用 を 示 し た 。 ま
た JTT-553 の DGAT 1 阻 害 作 用 は ヒ ト ・ ラ ッ ト ・ マ ウ ス 間 で 同 等 で あ っ た 。
DGAT 1 は 特 に 小 腸 及 び 脂 肪 組 織 に お い て 高 発 現 す る こ と か ら ， 生 体 に お い
て DGAT 1 は 食 餌 由 来 の TG 吸 収 及 び 脂 肪 組 織 に お け る TG 蓄 積 に 関 与 す る と
考えられた。加えて 小腸に おける TG 代 謝 に つ い て 着 目 す る と ， 食 餌 由 来 の
TG は リ パ ー  ゼ に よ っ て 消 化 管 管 腔 内 で 脂 肪 酸 と モ ノ ア シ ル グ リ セ ロ ー  ル に 分
解 さ れ る 。こ れ ら の 基 質 は 小 腸 細 胞 内 で カ イ ロ ミ ク ロ ン TG に 再 構 成 さ れ る こ
と で 血 中 へ と 分 泌 さ れ る 。消 化 管 管 腔 内 に お け る こ れ ら の TG 合 成 の 基 質 は 生
理 活 性 を 有 し ，摂 食 抑 制 作 用 を 示 す こ と が 知 ら れ て い る 。小 腸 に お け る DGAT 1 
阻害が消化管管腔内の脂肪酸及びグリセロールレベルを増加させると推察さ 
れ ， さ ら に は 摂 食 を 調 節 す る 可 能 性 が 考 え ら れ た 。 JTT-553 の 小 腸 に お け る
TG 吸 収 抑 制 作 用 の 評 価 を 目 的 と し て ラ ッ ト を 用 い た オ イ ル 負 荷 試 験 を 実 施 し
た。 JTT-553 は オ イ ル 負 荷 後 の 血 漿 中 TG 及 び カ イ ロ ミ ク ロ ン TG を 用 量 増 加
に 応 じ て 抑 制 し た 。 脂 肪 組 織 に お け る TG 合 成 抑 制 作 用 に つ い て は ， [1 -14C] 
oleic acid を 腹 腔 内 投 与 し た マ ウ ス の 副 睾 丸 上 脂 肪 組 織 中 TG 合 成 に 対 す る 作
用 を 評 価 し た 。 JTT-553 は マ ウ ス 副 睾 丸 上 脂 肪 組 織 中 TG 合 成 を 用 量 増 加 に 応
じ て 抑 制 し た 。 摂 食 抑 制 作 用 の 評 価 に つ い て は ， TG 吸 収 抑 制 に 基 づ く こ と が
考 え ら れ た た め ，高 脂 肪 食 給 餌 下 ラ ッ ト の 摂 食 量 に 対 す る JTT-553 の 用 量 依 存
的 な 作 用 の 評 価 及 び 3.1%， 13%， 35% ( w/ w) fat  diet の 3 つ の 飼 料 を 用 い た 飼
料 中 脂 肪 含 量 依 存 性 評 価 の 2 つ の 試 験 を 実 施 し た 。そ の 結 果 ，JTT-553 は 用 量
増 加 且 つ 飼 料 中 脂 肪 含 量 に 応 じ た 摂 食 抑 制 作 用 を 示 し た 。小 腸 に お け る TG 吸
収 抑 制 作 用 ，脂 肪 組 織 に お け る TG 合 成 抑 制 作 用 ，摂 食 抑 制 作 用 の 3 つ の 作 用
により， JTT-553 は 肥 満 動 物 の 体 重 を 低 下 さ せ る こ と が 期 待 さ れ た た め ，
diet-induced obese（ DIO） モ デ ル ラ ッ ト に 対 す る JTT-553 の 反 復 投 与 試 験 を 行
った 。J TT-553 の 反 復 投 与 に よ り DIO ラ ッ ト の 摂 食 量 の 低 下 ，体 重 の 低 下 が 認
め ら れ た 。さ ら に は 摂 餌 量 当 た り の 体 重 増 加 量（ 摂 餌 効 率 ）の 低 下 も 認 め ら れ 
た。 
２． JTT- 553 の 抗 肥 満 ・ 抗 糖 尿 病 作用 2)
1 章 で の 検 討 に よ り ， JTT-553 は 小 腸 に お け る TG 吸 収 抑 制 作 用 ， 脂 肪 組 織
における TG 合 成 抑 制 作 用 ，飼 料 中 脂 肪 含 量 依 存 的 な 摂 食 抑 制 作 用 を 有 し ，こ
れ ら の 作 用 機 序 に よ り JTT-553 は DIO ラ ッ ト モ デ ル に お い て 抗 肥 満 作 用 を 示
す こ と が 明 ら か と な っ た 。そ こ で ，JTT-553 の 抗 肥 満 作 用 が 実 際 に 糖 代 謝 を 改
善 し う る か に つ い て 明 ら か に す る た め ，肥 満・ 2 型 糖 尿 病 モ デ ル に お け る 抗 糖
尿 病 作 用 の 評 価 を 行 っ た 。2 型 糖 尿 病 の 発 症 に お い て は ，環 境 因 子 と 遺 伝 因 子
の 2 つ が 影 響 す る こ と か ら ， 評 価 に 際 し て は 食餌 性の DIO マ ウ ス と 遺 伝 性 の
KK-Ay マ ウ ス の 2 つ の 肥 満 ・ 2 型 糖 尿 病 モ デ ル を 用 い て 行 っ た 。
JTT-553 の 反 復 投 与 に よ り DIO マ ウ ス の 体 重・ 脂 肪 組 織 重 量・ 肝 臓 中 TG 含
量 の 低 下 が 認 め ら れ ，糖 負 荷 試 験 に お け る 耐 糖 能・イ ン ス リ ン 抵 抗 性 の 改 善 が 
認 め ら れ た 。ま た ，DIO マ ウ ス 由 来 の摘出 脂 肪 組 織 に お い て JTT-553 の 反 復 投
与 に よ り イ ン ス リ ン 依 存 的 な 糖 取 り 込 み 能 の 改 善 が 認 め ら れ た 。さ ら に ，遺伝 
性の 2 型 糖 尿 病 モ デ ル で あ る KK-Ay マ ウ ス に お い て は ， JTT-553 の 反 復 投 与
に よ り 体 重 ・ 脂 肪 組 織 重 量 ・ 肝 臓 中 TG 含 量 の 低 下 が 認 め ら れ ，非 絶 食 ・ 絶 食
下 い ず れ に お い て も 血 糖 値 の 低 下 が 認 め ら れ た 。脂 肪 組 織 に お い て は イ ン ス リ 
ン 抵 抗 性 の 惹 起 に 関 与 す る TNF-α mRNA の 低 下 及 び イ ン ス リ ン 依 存 的 な 糖 取
り 込 み を 担 う GLUT 4 mRNA の 増 加 が 認 め ら れ た 。
３ . 総括  
DGAT 1 は 主 に 小 腸 及 び 脂 肪 組 織 に 発 現 し ，TG 合 成 の 最 終 反 応 を 触 媒 す る 酵
素 で あ る 。食 事 由 来 の TG は 消 化 管 管 腔 内 で リ パ ー  ゼ に よ り 脂 肪 酸 及 び モ ノ ア
シ ル グ リ セ ロ ー  ル に 分 解 さ れ た 後 ，小 腸 細 胞 内 で DGAT 1 を 介 し て カ イ ロ ミ ク
ロン TG へ 再 構 築 さ れ る 。 体 内 へ 吸 収 さ れ た TG は 肝 臓 に お い て 貯 蔵 さ れ ， 他
にも TG や 脂 肪 酸 と し て 血 液 中 に も 存 在 し ，全 身 を 循 環 す る 。脂 肪 組 織 に お い
て は 循 環 血 液 よ り 余 剰 な 脂 肪 酸 が 取 り 込 ま れ ， DGAT 1 を 介 し て TG と し て 貯
蔵 さ れ る 。 JTT-553 は 小 腸 及 び 脂 肪 組 織 に お け る DGAT 1 を 強 力 且 つ 選 択 的 に
阻 害 し ， 小 腸 に お け る TG 吸 収 を 抑 制 し ， 脂 肪 組 織 に お い て は TG 蓄 積 を 抑 制
す る 作 用 を 示 す 。 ま た ， JTT-553 は 小 腸 に お け る TG 吸 収 を 抑 制 し た 結 果 ，
DGAT 1 の 基 質 と な る 脂 肪 酸 及 び グ リ セ ロ ー  ル の 消 化 管 内 濃 度 の 増 加 を 示 す こ
と が 考 え ら れ る 。 お そ ら く DGAT 1 の 基 質 濃 度 の 増 加 を 介 し て ， JTT-553 は飼
料 中 脂 肪 含 量 依 存 的 に 摂 食 抑 制 作 用 を 示 す 。こ れ ら 小 腸 に お け る TG 吸 収 抑 制
作 用 ，脂 肪 組 織 に お け る TG 蓄 積 抑 制 作 用 ，脂 肪 摂 取 量 依 存 的 な 摂 食 抑 制 作 用
を介して JTT-553 は 脂 肪 重 量 を 低 下 し ， 体 重 低 下 作 用 を 示 す 。 さ ら に は ，
JTT-553 は 体 重 低 下 作 用 に 基 づ い て 脂 肪 組 織 及 び 全 身 の イ ン ス リ ン 抵 抗 性・糖
代 謝 に 対 す る 改 善 作 用 を 示 す こ と か ら ，JTT-553 は 肥 満 及 び 2 型 糖 尿 病 の 治 療
薬として の 有 用 性 が 期 待 さ れ る 。 
[ 参考 文献 ] 
1) Tomimoto D., Okuma C., Ishii Y., Akiyama Y., Ohta T., Kakutani M., Ohkuma
Y., and Ogawa N.: Pharmacological characterization of 
[ trans -5'-(4 -amino-7 ,7 -dimethyl-2 -trifluoromethyl-7 H -pyrimido[ 4, 5 -b ][ 1,4]
oxazin-6 -yl)-2 ',3 ' -dihydrospiro( cyclohexane-1,1 ' -inden)-4 -yl] acetic acid 
monobenzenesulfonate ( JTT-553), a novel acyl CoA:  diacylglycerol transferase
( DGAT) 1 inhibitor. Biol Pharm Bull. 38( 2): 263 -269 ( 2015)
2) Tomimoto D., Okuma C., Ishii Y., Kobayashi A., Ohta T., Kakutani M., Imanaka
T.,  and  Ogawa  N.  JTT-553,  a  novel  Acyl  CoA:  diacylglycerol  acyltransferase
( DGAT) 1 inhibitor, improves glucose metabolism in diet -induced obesity and
genetic T 2DM mice. J Pharmacol Sci. 129( 1): 51 -58 ( 2015)
学 位 論 文 審 査 の 要 旨 
 ポリケタイド閉環酵素は、医薬資源としても重要なポリケタイドの骨格多様性を生み出
す大きな要因となっている酵素群である。最近になってアサ Cannabis sativaのカンナビノ
イドの生合成において、アサ由来Ⅲ型ポリケタイド合成酵素が生産する直鎖状テトラケタ
イド CoAを基質としてオリベトール酸への変換を触媒する新規ポリケタイド閉環酵素、オ
リベトール酸閉環酵素（OAC）が報告された。OACは、Ⅲ型ポリケタイド合成酵素が生産
する直鎖状ポリケタイド CoAを基質とする現状唯一のポリケタイド閉環酵素である。本酵
素を活用することにより、新規ポリケタイドの創出が期待される。しかし、同時に本酵素
は基質特異性が厳密であることが報告されている。そのため、本酵素を新規化合物の物質
生産に利用するためには、様々な構造の基質を受け容れることができる酵素へと改変する、
あるいは本酵素のように直鎖状ポリケタイド CoA を基質としながらも OAC とは異なった
基質を用いる OAC類似の閉環酵素を見いだし、それを新規化合物の物質生産に利用するこ
とが必要となる。それにはまず、機能改変に有用な OACの立体構造情報や新規類似酵素の
探索する上で鍵となるアミノ酸情報が必要である。そこで申請者は、OACの立体構造基盤
の確立とそれに基づく OACの触媒機構の解明を目指し、OACの X線結晶構造解析を実施
した。本研究の内容の骨子と審査結果は下記に示すとおりである。
1. OAC の X 線結晶構造解析
大腸菌に異種発現させ高純度に精製した OACの分子量を、SDS-PAGE、サイズ排除クロ
マトグラフィー、及び動的光散乱法を用いて評価した。これらの解析により、OACは約 12 
kDaのサブユニットからなるホモダイマー酵素であることを明らかにした。一方、OACの
セレノメチオニン置換体の結晶を得ることにより、1.32 Åの分解能で OACアポ型の X線
結晶構造を明らかにした。また、OACとオリベトール酸との共結晶を得ることにより、1.70 
Åの分解能で OACにオリベトール酸が複合した X線結晶構造を明らかにした。これらの立
体構造の取得により、OACがホモ 2量体からなる dimeric α+β barrel構造を有すること、
及び、サブユニットそれぞれが活性中心キャビティーを有することを明らかにした。さら
に OAC とオリベトール酸との結合様式を詳細に解析することにより、OAC の活性中心キ
ャビティーは、基質のペンチル基を結合する疎水性ポケットとβケト基結合部位からなる
ことを明らかにした。さらに、His5、Tyr27、Tyr72、及びHis78が OACの触媒残基とし
て機能し、閉環反応を進行している可能性を見いだした。
 2. X 線結晶構造解析に基づく OAC への変異導入実験 
 結晶構造解析によって触媒残基の可能性が示唆されたHis5、Tyr27、Tyr72、及び His78
やペンチル基を結合する疎水性ポケット構成アミノ酸残基に変異を導入し、変異が酵素活
性に及ぼす影響と作成した一部の変異酵素の結晶構造を精査することにより、Tyr72 と
His78に変異を導入すると酵素活性が消失する一方で、His5、Tyr27、及び疎水性ポケット
構成アミノ酸残基への変異の導入は主として酵素活性を減少させることを明らかとした。
これにより、Tyr72と His78は OACの触媒残基として機能していることを示した。一方、
His5、Tyr27、及び疎水性ポケット構成アミノ酸残基は基質の結合に重要な役割を担うこと
を示した。 
 
3. OAC の提唱触媒機構 
 OACは、直鎖状テトラケタイド CoAの閉環反応と、続くチオエステル開裂反応及び芳香
環形成反応を触媒することによりオリベトール酸までの変換を触媒すると提唱されていた。
一方、オリベトール酸と CoA-SHの部分構造である N-アセチルシステアミンとのチオエス
テルを合成し、これを OAC に作用させることにより、OAC が本化合物に対してチオエス
テラーゼ活性を示さないことを明らかにした。さらに、OACと直鎖状テトラケタイド CoA
及びその環化産物である推定酵素反応中間体とのドッキングシミュレーションを実施する
ことにより、OACがチオエステラーゼ活性と芳香環形成活性を欠損する可能性を見いだし
た。これらの解析により、OACの生成物は、直鎖状テトラケタイド CoAが閉環することに
よって生成するオリベトール酸の前駆体であることを提唱した。また、OACの推定酵素反
応機能を提唱した。一方、本解析によって得られた OACの反応において鍵となるアミノ酸
を考慮に加えた配列相同性検索により、機能未知として報告されていたストレス応答性蛋
白質AtHS1やPOP3及びPOP3様蛋白質がオリベトール酸閉環酵素とは基質特異性が異な
る植物ポリケタイド閉環酵素であることを提唱した。 
 以上のように、楊 新美氏は、OAC の X 線結晶構造解析を行うことにより、本酵素の触
媒残基や基質特異性や生成物特異性を決めるために重要なアミノ酸残基等を明らかにした。
さらに、これらの解析から OACの生成物と触媒機構を提唱するとともに、機能未知として
報告されていた AtHS1や POP3及び POP3様蛋白質がOACとは基質特異性が異なる植物
ポリケタイド閉環酵素であることを提唱するに至った。これらの結果は、ポリケタイド閉
環酵素の機能改変及び新規 OAC類似酵素の探索に有用な科学的知見を与えたと言える。 
 主査及び副査は、論文内容と面接試験より、申請者 楊新美に，博士（薬科学）を授け
 るに値するものと判定した。 
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